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S T U D Y O F P R O P E R T I E S A N D S P E C I -
F I C I T Y O F C A T H E P S 1 N H F R O M B O V I N E 

S P L E E N 

L. A. Lokshina, 0. N. Lubkova, 
T. A. Gureeva, V. N. Orekhbvich 

I n s t i t u t e of Biological and Medical C h e m i s t r y , 
A c a d e m y of Medical Sciences of the U S S R , 

Moscow 

Act ion of c a t h e p s i n H f rom bov ine sp leen 
on t u f t s i n , e n k e p h a l i n , the ox id ized В cha in 
of insu l in and a v a r i e t y of s y n t h e t i c s u b s t r a t e s 
was s t u d i e d . Ca theps in H sp l i t s off only one 
N - t e r m i n a l a m i n o acid f rom each t u f t s i n and 
e n k e p h a l i n , wh ich , acco rd ing to the l i t e r a tu -
re, led to i n a c t i v a t i o n of pep t ides . The enzy-
me acts on the ox id ized В cha in of insu l in as 
an a m i n o e n d o p e p t i d a s e : it sp l i t s off the N-
t e r m i n a l p h e n y l a l a n i n e and the c e n t r a l l y 
located bond(s) . K m and V m a x for the ca thep -
sin H ca t a lyzed hydro lys i s of LeuNA, ArgNA 
LysNA and BANA were d e t e r m i n e d . Sub-
s t r a t e s wi th the free N I L group were hydro-
lyzed at a h igher r a t e . Based on the da ta ob-
t a i n e d and the p r e v i o u s l y r epor ted resu l t s 
on convers ion of k a l l i d i n in to b r a d y k i n i n , 
the s p e c i f i c i t y of c a t h e p s i n H and its possible 
b io log ica l f u n c t i o n s were discussed. Cathep-
sin H appea r s to p a r t i c i p a t e in f o r m a t i o n and 
i n a c t i v a t i o n of phys io log ica l ly ac t ive pept i -
des. U s i n g the a n t i s e r u m to sp leen ca theps in 
И it was found t h a t l ive r , k i d n e y and lung 
t i ssues c o n t a i n e d the enzymes iden t i ca l and /or 
p a r t i a l l y i den t i ca l to c a theps in H f rom sp leen . 
The d a t a on the proper t ies of ca theps in H f rom 
var ious sources are s u m m a r i z e d . 
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ВЫДЕЛЕНИЕ И ОЧИСТКА L-J1 ИЗИН-а-ОКСИДАЗЫ 
ИЗ TR ICHODERMA sp. 

Кафедра биохимии Университета д р у ж б ы народов им. П# Л у м у м б ы , Москва 

Исключение из диеты животных с 
перевивными опухолями L-лизина (как 
и любой другой незаменимой амино-
кислоты) приводит к торможению роста 
о п у х о л ей иувеличениюпр од о л ж и тел ь -
ности жизни животных [7, 14]. Эти 
и некоторые другие результаты по-
будили исследователей к поиску фер-
ментов, катализирующих необратимый 
распад незаменимых аминокислот и со-
ответственно снижающих концентра-
цию их до минимального уровня, а 
также к применению чистых фермент-

ных препаратов в лечении опухолевых 
заболеваний животных и человека И 
3, 4, 10 131. 

Одним из таких ферментов, перспек-
тивных в проблеме энзимотерапии опу-
холей, я в л яетс я L - л и з и и - а - о кс и да з а, 
котор ы й к ата л и з и р у ет о к и сл и тел ь ное 
дезамииирование L-лизина с образова-
нием а-кето-е-аминокапроновой кисло-
ты, аммиака и перекиси водорода. 

Указанная реакция в тканях жи-
вотных не имеет места, поскольку ана-
логичного фермента не обнаружено, а 
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оксидаза L-аминокислот недостаточно 
специфична по отношению к L-лизину. 
Кроме того, образующееся а-кетопро-
изводное L-лизина спонтанно циклизу-
ется в А-пирролидонкарбоновую кисло-
ту, которая в силу пространственного 
р а с п о л оже н и я и е м о жет в ы п о л и я т ь 
функциональных групп функций акцеп-
тора аминогруппы в реакциях транс-
ам и нирова ми я аминокислот. Этими об-
стоятельствами может быть объяснена 
необратимость приведенной выше ре-
акции окислительного дезаминирования 
L-лизина при введении в организм жи-
вотных извне фермента, катализирую-
щего распад этой аминокислоты 11]. 

Нами ведутся систематические ис-
следования по подбору продуцентов 
L - л из и н - а - о кс ид азы с р ед и ми к р оор г а -
низмов, разработке методов культи-
вирования штамма-продуцента и ме-
тодов очистки и получения гомоген-
ных ферментов препарата. 

Впервые L-лизин-а-оксидазу в чис-
том виде получили Soda и соавт. 1.91 
в 1979 г. из экстрактов гриба Tricho-
derma viride штамм v-244-2. Этими же 
авторами [10.1 был показан тормозящий 
рост-эффект на культуре лейкозных 
клеток L-5178 Y. Предложенный япон-
ским и иссл едовател ям и метод выдел е-
ния L-лизин-а-оксидазы из культуры 
Trichoderma viride [9] включает в себя 
6 стадий очистки с конечным выходом 
фермента 8%. Поскольку этот метод 
является громоздким, а штамм куль-
туры недоступным, в нашей работе 
была поставлена задача разработать 
новый усовершенствованный метод по-
лучения L - л и з и н - а - о кс и д а з ы и з оте -
чественного штамма Trichoderma sp. 
В связи с тем что применение этого 
фермента в клинической онкологии 
представляется перспективным, весьма 
интересным было исследовать не толь-
ко физико-химические его особенности, 
но и биологические свойства. 

М е т о д и к а 
В качестве ионообменных смол в работе 

были использованы Д Е А Е - ц е л л ю л о з а («Rea-
nal», Венгрия) , Д Е А Е - с е ф а ц е л («Pharmac ia 
F i n e Chemicals» , Швеция) и у л ь т р а г е л ь АсА-34 
(«Pha rmac ia F ine Chemicals») , в качестве ре-
активов—ортодианизипидин(«Олайне» , СССР), 
L-лизин («Олайне»), пероксидаза из хрена 
(«Reanal») и яичный альбумин («Fluka», Швей-
цария ) . 

В работе использовали штамм Tr icho-
de rma sp. полученный из коллекции 
к у л ь т у р кафедры низших растений МГУ 

им. Al. В. Ломоносова ; штамм был отобран 
при изучении к у л ь т у р рода T r i c h o d e r m a как 
высокоактивный штамм — продуцент фер-
мента L - л и з и н - а - о к с и д а з ы . Посевной мате-
риал в ы р а щ и в а л и на среде Ч а п е к а , а затем 
к у л ь т и в и р о в а л и по ранее описанному методу 
[5, 9]. 

Активность L - л и з и и - а - о к с и д а з ы опреде-
л я л и по приросту концентрации перекиси 
водорода в полной реакционной смеси. Стан-
дартные опытные пробы (объемом 2 мл) со-
д е р ж а л и 1,7 мл раствора ортодианизидипа в 
0,1 иатрийфосфатном буфере р Н 7,4 (1 ,9Х 
Х 1 0 - 4 М), 0 ,2 мл раствора L-лизина (9Х 
X Ю - 3 ) , 0 ,05 мл раствора пероксидазы из 
хрена (1-10—5) и 0 ,05 мл раствора , содержа-
щего фермент. 

За единицу ферментативной активности 
принимали количество фермента , к а т а л и з и -
рующее образование 1 мкмоля перекиси во-
дорода в 1 мин. Ферментативную активность 
определяли на спектрофотометре (VSU2P , 
Г Д Р ) при X 460 нм. Б е л о к находили по Лоу-
ри |11] , и с п о л ь з у я в качестве стандарта яич-
ный альбумин («Fluka»). К о н ц е н т р а ц и ю бел-
ка при очистке фермента оценивали т а к ж е по 
величинам оптической плотности при X 
280 нм проб, полученных с колонок . Удель-
ную активность фермента в ы р а ж а л и числом 
единиц активности на 1 мг б е л к а . 

Все операции по выделению и очистке 
L - л и з и н - а - о к с и д а з ы проводили в холодной 
комнате при температуре 0 — 5 °С. Центри-
фугирование э к с т р а к т о в о с у щ е с т в л я л и на 
центрифуге К-70 ( Г Д Р ) при 5- 103 об/мин в 
течение 40 мин. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

1 стадия очистки. Фракционирован-
ное осаждение сульфатом аммония. 

Поскольку при использовании таких 
методов очистки ферментов, как ионо-
обменная хроматография и гель-филь-
трация, большое значение имеет состав 
среды (рН, ионная сила, концентрация 
белка), возникает необходимость в про-
ведении предварительного диализа или 
обессоливания исходного раствора или 
э кстр а кта к ульту р ы микроорганизмов. 
Д л я такого широко распространенного 
метода очистки, как фракционирован-
ное осаждение сульфатом аммония, 
состав среды не имеет существенного 
значения, и поэтому указанный метод 
был применен на начальных стадиях 
о ч и ст к и L - л и з и н - а - о кс и да з ы. 

Исходным материалом для выде-
ления L-лизин-а-оксидазы служил 
сравнительно большой объем водного 
экстракта культуры гриба Tricho-
derma sp. Метод фракционирован-
ного осаждения сульфатом аммо-
ния позволил существенно умень-
шить рабочий объем, что создало до-
полнительные удобства при проведении 
дальнейшей очистки. Уже на этой ста-
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.дни очистки удалось отделить балласт-
ные вещества, загрязняющие носители, 
испол ьзуемые rip и хроматографи и. 
В работе был проведен поиск оптималь-
ных условий очистки фермента фрак-
ционированным осаждением сульфатом 
аммония. 

Показано, что при добавлении в рас-
твор фермента сульфата аммония до 
35% насыщения, весь фермент остается 
в надосадочной жидкости, а в осадок 
выпадают лишь балластные белки. До-
бавление сульфата аммония до 50 
55% насыщения приводит к частич-
ному осаждению фермента. И лишь при 
60% насыщении большая часть фермен-
та (91%) выпадает в осадок. Поэтому 
[ 1 р и ф р а к ц и о 11 и р о в а и и ом оса ж д е и и и 
фермента сульфатом аммония исполь-
зовали концентрации последнего 35 -
60%. К 1600 мл водного экстракта 
гриба Trichoderma harzianum Rifai с 
исходной удельной активностью 
0,33% Е/мл добавляли при перемеши-
вании сульфат аммония до 35% насы-
щения, затем центрифугировали рас-
твор и удаляли осадок. К надосадоч-
ной жидкости (1200 мл) добавляли 
сульфат аммония до 60% насыщения 
и образовавшийся осадок отделяли 
це нт р и фуги р ов а и и ем; п ос л ед 11 и й рас-
творяли в 72 мл натрийфосфатпого бу-
фера, рН 7,4 и диализовали против то-
го же буфера. 

После данной стадии очистки удель-
ная активность фермента превышала 
исходную в 1 I раз. 

II стадия очистки. Ионообменная 
хроматография на ДЕАЕ-целлюлозе. 

Выбор ионообменной хроматогра-
фии на ДЕАЕ-целлюлозе обусловлен 
тем, что фермент имеет р ! в зоне рН 4,0, 
а при рН 7,4 он заряжен отрицатель-
но и соответственно адсорбируется на 
а и ионообмен ника х. 

Полученный после I стадии очистки 
раствор объемом 110 мл с удельной 
активностью 3,6 Е/мг постепенно на-
носили на колонку с ДЕАЕ-целлюло-
з о й, п р е д вар и т е л ь и о у р а в н о в е ш е и н у ю 
0,02 М иатрийфосфатным буфером рН 
7,4. После тщательного промывания ко-
лонки сначала 0,02 М иатрийфосфат-
ным буфером рН 7,4, а затем буферным 
раствором, содержащим возрастающие 
концентрации хлористого натрия 
(0,2 М 0,6 М), элюировали с ко-
лонки (рис. 1). Фракции, в которых 
удавалось определить активность фер-
мента , объеди 11 ял и, насыщали сул ьфа -

Рис. 1. Ионообменная хроматография L-ли-
з и п - а - о к с и д а з ы на Д Е А Е - ц е л л ю л о з е . 

З д е с ь и на рис. 2 и 3: 1 — оптическая плотность при 
280 им; 2 — активность L - л и з и и - а - о к с и д а з ы 
(в мкмоль Н 2 0 2 » I мин). Размер колонки 4 Х 

26 см; с к о р о с т ь э л ю и р о в а н и я 100 мл/ч. 

том аммония до 70% и подвергали диа-
лизу против 0,02М натри йфосфатпого 
буфера рН 7,4. 

Удельная активность после II ста-
дии очистки возросла в 1,9 раза. 

Ill стадия очистки. Ионообменная 
хроматография на ДЕАЕ-сефацеле. 

Поскольку при хроматографии на 
ДЕАЕ-целлюлозе имела место недо-
статочно полная очистка фермента, мы 
сочли целесообразным провести также 
ионообменную хроматографию на 
ДЕАЕ-сефацеле, обладающем высокой 
разрешающей способностью и хоро-
шими гидродинамическими свойства-
ми . 

Раствор фермента после диализа 
(198 мл) с удельной активностью 6,7 Е/мг 
к о л и ч ест в е н но переносили на ко-
лонку с ДЕАЕ-сефацелем. Предвари-
тельно колонку промывали 0,2М иат-
рийфосфатным буфером рН 7,4. Пу-
тем создания ступенчатого градиента 
х л ор и ст о го н а т р и я элю и р о вал и фе р -
мент с колонки (рис. 2). 

Удельная активность после данной 
стадии очистки увеличилась в 2 ра-
за. Фракции, в которых удавалось ои-

Рис. 2. Ионообменная хроматография L-ли-
зин-а -оксидазы на ДЕАЕ-сефаДексе . 

Размер колонки 1 , 5 X 3 0 см; с к о р о с т ь э л ю и р о в а н и я 
10 мл/ч. 
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Очистка L-лизин-а-оксидазы из Trichoderrna sp. 

/ 5 Фрикции 

Рис. 3. Гель -фильтрация L-лизип-ос-оксида-
зы на у л ь т р а г е л е АсА-34. 

Размер колонки 1 x 1 0 0 см; скорость э л ю и р о в а н и я 
1 0 мл/ч . 
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гель-фильтрации в два приема (рис. 3). 
Удельная активность после данной 

стадии составила 29 Е/мг. 
Данные, полученные на всех четы-

рех стадиях очистки L-лизин-а-окси-
дазы, суммированы в таблице. 

Пол у чей 11 ы й в резул ьтате 11 роведен-
ной очистки фермент L-лизин-а-окси-
даза оказался гомогенным по резуль-
татам диск-электрофореза и ультра-
центрифугирования (рис. 4). 

Таким образом, разработан усовер-
шенствованный метод выделения и очи-
стки нового антиопухолевого фермен-
та L-лизин-а-оксидазы из отечест-
в е н и о г о штамма Т г i с h о d е г m a s р. 
Метод очистки включает 4 ста-

р едел и т ь фер ментат и в ну ю а кт и в н ост ь, 
объединяли и насыщали сульфатом ам-
мония на 70%. После центрифугирова-
ния осадок растворяли в 0,02М нат-
ри/фосфатном буфере рН 7,4. Конеч-
ный объем раствора фермента перед 
IV стадией очистки составлял 1,8 мл. 
Удельная активность — 14,8 Е/мг. 

1V стади я оч ист к и. Гел ь-фил ьтр а-
ция на ультра геле АсА-34. 

С целыо разделения по молекуляр-
ным массам гель-фильтрацию прово-
дили с малыми объемами материала. 

На колонку с ультра гелем АсА-34, 
уравновешенную 0,02М натрийфосфат-
ным буфером рН 7,4, наносили рас-
вор фермента (1,8 мл) и подвергали 

Рис. 4. Электрофореграмма (/) и седиментограмма ( / / ) L-ли-
зис -а -оксидазы . 

а О б р а з е ц с о д е р ж а л 80 мкг белка . Э л е к т р о ф о р е з п р о в о д и л и rio D a v i s 1.8 |. 
0 , 5 % раствор белка в 0 .02М натрийфосфатмом б у ф е р е рМ 7,4, 25 мин. 

56 100 об / мин. 
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дии (вместо 6, использованных ранее) 
и дает хороший выход 22,4%. Изу-
чены физико-химические (оптимум рН, 
с у бсгр ат н а я с пе циф и ч 11 ость, к о иста н -
та Михаэлиса, молекулярная масса и 
др.), а также антиопухолевые свойства 
гомогенного фермента, что будет пред-
метом отдельного сообщения. 

Л И Т Е Р Л Т У Р А 

1. Березов Т. Т. — Вести. А М Н СССР, 1984, 
№ 8, с. 11—24. 

2. Березов Т. Т. — Там же , 1971, № 1 1 , 
с. 35 - 4 6 . 

3. Брюле Ж-, Экхардпг С. Дж., Холл Т. 
Уинклер А. Л е к а р с т в е н н а я т е р а п и я ра-
ка. М., 1974. 

4. Березов Т. Т. — В кн . : Роль аспараги-
пазы в энзимотерапии опухолей . М., 1972, 
с. 5—37. 

5. Смирнова И. П., Хадуев С. X. — Микро-
биология , 1984, т. 53', № 1, с. 163—164. 

6. Capizzi R. L. — C a n c e r Chemothe r . Rep . , 
1975, v. 6, p. 37—39. 

7. Coohey D. A., Handschumacher R. E. 
A n n u . Rev. P h a r m a c o l . , 1970, v. 10, 
p. 421—425. 

8. Davis B. J . - - Ann . N. Y. Acad. Sci . , 
1964, v. 121, p. 404—407. 

9. Kusakabe M., Kodama K., Kuninaka A. 
et a l . - J . bio 1. Chern. , 1980, v. 255, 
p. 976—981. 

10. Kusakabe II., Kodama K-, Kuninaka A. 
et a l . — Agr icu l t . Bio l . Chern. , 1980, 
v. 44, p. 387—392. 

11. Lowry 0. / / . , Rosebrough N. /., Farr A. L. 
et a l . J . b io l . Chern. , 1951. v. 193, 
p. 265—275. 

12. Masbom L. 7 \ , Wriston J. C. — Arch. 
B iochem. , 1964, v. 105, p. 105—106. 

13. Patterson M. K-, Orr G. /?. — Cancer Res. , 
1969, v. 29, p. 1280. 

14. Rutter D. A., Wade И. E. — Bri t . J . exp . 
P a t h . , 1971, v. 52, p. 610—611. 

15. Struck J., Sizer J. W. -— Arch. B iochem. , 
I960, v. 90, p. 22—30. 

16. Uren J. R.} Handschumacher R. E. — 
In : Cancer A Comprehens ive Trea t i se . / 
Ed . F. F. Becker . New York , 1977, v. 6, 
p. 460—471; 477—480. 

П о с т у п и л а 0 2 . 1 0 . 8 4 

I S O L A T I O N AND P U R I F I C A T I O N O F L-
L Y S V L-ct-OX I D A S E F R O M TR1CHODER-

/У1Д sp. 

S. Kh. Khaduev, E. V. Lukashova, 
/ . P. Smirnova, T. 7 \ Berezov 

D e p a r t m e n t of B i o c h e m i s t r y , P . L u m u m b a 
Peop le ' s F r i e n d s h i p U n i v e r s i t y , Moscow 

An improved and r e l a t i v e l y r ap id procedu-
re is deve loped for i so la t ion and p u r i f i c a t i o n 
of a new a n t i t u m o r e n z y m e L - l y s y l - a - o x i d a s e 
f rom Tr ichoderma sp. The me thod 
involves four s teps , ins tead of six s teps 
descr ibed p rev ious ly , wi th a yie ld of 2 2 . 4 % . 
The pur i f i ed e n z y m e p r e p a r a t i o n was homoge-
nous as shown by p o l y a c r y l a m i d e gel disc ele-
c t rophores i s and u l t r a c e n t r i f u g a t i o n . Physico-
chemica l and a n t i t u m o r p roper t i es of the 
enzyme are under s t u d y . 

У Д К В16-056 .257 -092 : 61(5-008.938.57 

И. А. Фролова, E. А. Беюл, 10. /7. Попова 

Н А Р У Ш Е Н И Я ПУРИНОВОГО ОБМЕНА У ВОЛЬНЫХ 
А Л И М Е Н Т А Р Н Ы М О Ж И Р Е Н И Е М 

Институт питания АМН СССР, Москва 

В настоящее время растет число людей 
с повышенным содержанием в крови мо-
чевой кислоты (МК), чему способствуют 
избыточное питание, потребление алко-
гол я, г и 11 од и 11 а м и я. Ч астота г и п е р у р и -
кемии (ГУ) среди взрослых достигает 
5 25% 124, 27, 291, частота подагры 
2% [11, 291. К заболеваниям, тесно свя-
занным с ГУ и подагрой, относятся ожи-
рение и атеросклероз 1241. Атеросклероз 
сопутствует подагре и ГУ в 10 -20% слу-
чаев, гиперлипопротеидемия (ГЛП) в 
40 100%, ожирение - в 70% 1211, хо-
тя механизмы связи нарушений пурино-
вого обмена с таковым липидов нельзя 
с ч и та т ь в ы я с н е и и ы м и. 

Цель настоящего исследования заклю-
чалась в изучении состояния пуринового 
обмена и влияния на пего редукции из-
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быточной массы тела у больных обмен-
н о - а л и м е н т а р н ы м о ж и р е н и е м. 

М е т о д и к а 

Под наблюдением находилось 198 больных 
ожирением — 90 мужчин и 108 женщин в воз-
расте 25—60 лет. У 40 из них основное заболе-
вание сочеталось с подагрой, у остальных 
имела место бессимптомная г и п е р у р и к е м и я 
( Б Г У ) . 

В течение 30—35 дней больным в стацио-
наре назначали курс редуцированной по ка-
лорийности диеты д л я д о с т и ж е н и я редукции 
избыточной массы тела (1200—1800 к к а л ) . 
В диете было резко снижено содержание мо-
носахаридов и д и с а х а р и д о в , о г р а н и ч е н о со-
д е р ж а н и е жира и холестерина (последнего — 
до 300 мг). 50% квоты белка составляли 
белки растительного п р о и с х о ж д е н и я . Содер-
ж а н и е пуриновых оснований было с н и ж е н о 
до 100 мг в день . 
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